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主 論 文 題 名： 
皮膚表皮顆粒層細胞におけるケラチンネットワークの解析 
 
 
 
【序論】 
 ケラチンフィラメントは上皮特異的な直径10nmの中間径フィラメントと呼ばれる細胞骨格で
ある。ケラチンは細胞種や分化依存的に細胞内に発現しており、物理的な強さ、細胞内のシグナ
ル伝達、タンパク質相互作用の場として機能している。 
 生細胞内におけるケラチンの局在や動態に関しては、蛍光タンパク質を付加したケラチンを培養細胞に発現
させる方法を用いた様々な報告がある。一方で生きた個体内のケラチンを観察した例は、現在までに単層上皮
に発現するケラチン 8 を蛍光タンパク質と融合させてマウスにおいて発現・可視化した報告のみであり、他
のケラチンフィラメントの生体内における動態は依然として不明な部分も多い。特に、皮膚表皮中で最も多く発現
しているタンパク質である表皮特異的ケラチンの、生体内表皮における挙動を観察した報告はない。 
 哺乳類の皮膚表皮は内側から主に基底層 (SB)、有棘層 (SS)、顆粒層 (SG)、角質層 (SC) の 4
層からなる。SBでは細胞増殖が起こり、上層に移動し SSにおいて分化する。SGで更に分化が
進み、3 層 (SG1/SG2/SG3) を形成する。最外層の死細胞である SC は気相-液層境界バリアとし
て働いている。 
 皮膚では分化とともに異なる種類のケラチン遺伝子が段階的に発現する。ケラチン5とケラチン14が最
初にSBで発現する。SSではケラチン1とケラチン10が発現し、これらのケラチンフィラメントは強固に
束化する。SGでは一部のケラチンは凝集してケラトヒアリン顆粒 (KHGs) と呼ばれる顆粒を形成する。ヒ
トフィラグリン (Flg) は10-12のフィラグリンがリンカーペプチドにより直列につながったプロフィラ
グリンの状態で SG1-3に発現し、細胞内の KHGsに局在する。SG1から SCへの移行中にプロフ
ィラグリンは切断され、モノマーのフィラグリンになる。このフィラグリンは SCの下層でケラ
チンを束化し、束化されたケラチンは SCの機械的な強さに貢献する高密度のケラチンフィラメ
ントネットワークを形成する。フィラグリンノックアウト (Flg-/-) マウスのSC のバリア機能は低下し
ていることが報告されているが、これはSCの高密度のケラチンネットワークが不規則に並んでいること
が原因であると考えられている。以上のことからSC におけるフィラグリン-ケラチンネットワーク相互作
用はバリア機能に重要な役割を果たすと考えられる。しかしながら、SGにおけるそれらの相互作用の関与
については明らかになっていない。 
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 本研究の目的は生体内SGにおけるケラチンの形態及びフィラグリン-ケラチンネットワーク相互作用を明ら
かにすることである。 
【方法】 
 マウスのケラチン１と蛍光タンパク質 (mCherry) が融合した mCherry-K1 を哺乳類細胞にお
いて発現させるベクターを構築した。mCherry-K1 の局在を内在性のケラチンと比較するために、
その発現ベクターをトランスフェクションしたHeLa細胞をケラチンに対する抗体を用いて免疫
染色した。同様に mCherry-K1 を発現させたマウスの初代培養表皮細胞に対しては、光-電子相関
顕微鏡法によるケラチンフィラメント解析を行なった。そのような条件下で、HeLa 細胞及びマウスの初
代培養表皮細胞において mCherry-K1 の全長が発現していることをイムノブロットで確認した。
次に in vivoエレクトロポレーション法を用い、mCherry-K1 を Hos:HR-1マウス (10-12週齢、オス) の SG
細胞に一過性・散在性に発現させた。Flg+/+と Flg-/-マウスの SG 細胞に発現させたmCherry-K1 シグナ
ルはフーリエ変換後に主成分分析を行った。最後に、Flg+/+とFlg-/-マウスのSG細胞全体のケラチンネット
ワークを電子顕微鏡により観察し、定量した。 
【結果】 
 mCherry-K1を発現したHeLa細胞およびマウスの初代培養表皮細胞内のmCherry-K1はケラチン様
のフィラメントネットワークを細胞質に形成し、その大部分は細胞質の内在性のケラチンと共局在した。
mCherry-K1 発現細胞と非発現細胞は、共に同様の内在性ケラチンネットワークパターンを呈した。イム
ノブロットにより、これらの細胞には、全長のmCherry-K1 が発現していることが確認された。In vivoで
SG細胞に発現したmCherry-K1 は、細胞質にメッシュ状の束化されたケラチンネットワークを形成した。
一方で Flg-/--SG 細胞のケラチンネットワークは、細胞質全体に細かいシグナルが均一に拡散し、不明瞭で
あった。Flg+/+とFlg-/--SG 細胞で形成されたmCherry-K1のネットワークを定量的に解析するために、典型的な
多角形のSG細胞を選び、核のエッジから細胞の各辺に向かう直線 (39本) の蛍光輝度強度のフーリエ変換を
行なった。その結果、Flg+/+--SG 細胞のmCherry-K1 蛍光シグナルはより大きな周期長 (1µm以上) の構
造物から得られるシグナルを示し、Flg-/--のそれは大部分が小さな (1µm以下) 周期長に由来した。フーリ
エ変換後のパワースペクトラムを主成分分析したところ、Flg+/+と Flg-/--SG 細胞で発現させた mCherry-K1
シグナルは、一部の成分で統計的に有意な差があることが明らかとなった。最後にマウスの表皮の水平切
片を電子顕微鏡で観察したところ、Flg+/+--SG 細胞の水平切片では束化されたケラチンネットワークが多く
のKHGsと共に観察された。一方でFlg-/--SG 細胞はKHGsを形成しておらず、無秩序に電子密度の高い物
質が細胞質内に広がっており、束化されたケラチンフィラメントも少なかった。SS細胞における束化され
たケラチンフィラメントが細胞質内に占める面積は、Flg+/+とFlg-/-マウスの間で違いがなかった。一方で、
プロフィラグリンが発現するSG細胞における束化されたケラチンフィラメントの数は、Flg+/+とFlg-/-マウ 
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スの間で有意な違いがあることが明らかになった。 
【考察】 
 本研究ではmCherry-K1を用いることによりケラチンネットワークを in vivoで可視化することに成功し
た。その結果、マウス表皮の SG 細胞ではKHGsの間に束化されたケラチンフィラメントが形成されるこ
とが明らかになった。しかし、光学顕微鏡の解像度の限界から、mCherry-K1 のSG1 からSCへ移行する
際の動的な変化のライブイメージングは困難であった。今後、共焦点顕微鏡の解像度とスキャニングスピ
ードが向上されれば、SG1からSCへ移行する際のmCherry-K1 ネットワークの動的な変化の詳細を明ら
かにできる可能性がある。さらに、Flg+/+とFlg-/-マウス生体内のSG細胞のmCherry-K1シグナルを比較し
た結果、SG 細胞においてフィラグリンはケラチンフィラメントの束化に関与していることが示唆された。
SG 細胞でフィラグリンはプロフィラグリンとして KHGs に局在することが知られている。しかし、プロ
フィラグリンが局在するKHGs の形成によりケラチンフィラメントの束化が起きるのか、細胞質のプロフ
ィラグリンが直接ケラチンフィラメントを束化しているのかは不明である。最後に電子顕微鏡観察の結果、
Flg+/+とFlg-/--SB細胞とSS細胞は共にケラチンネットワークが正常に存在することが明らかになった。この
ことからSG細胞はSB細胞やSS細胞とは異なるフィラグリン依存性の独自のケラチン束化メカニズムを
有することが示唆された。このような In vivo でのSG細胞のケラチンの可視化は、ケラチンネットワーク
の形態に基づいたSCのバリア機能評価に将来的に応用できる可能性が考えられる。 
 
